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(57) Abrege: L'invention conceme un precede de stimulation des defenses naturelles des plantes par la production par celles-ci 
de phytoalexines et de peroxydases sous Taction d'eliciteurs. Elle conceme egalement les utilisations et compositions correspon- 
dantes. Le precede en question se caracterise en ce qu'il comprend l'application foliaire, racinaire ou par injection auxdites plantes 
de melanges d'extraits ve"g£taux comprenant au moins une proteine du type enzymatique appartenant aux proteases, aux lipases, aux 
pectinases et aussi aux B-l, 3-glucanases, aux xylanases, aux galactanases, aux mannanases, aux chitinases ou du type peptide non 
^ enzymatique. 
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PROCEDE DE STIMULATION DES DEFENSES NATURELLES DES PLANTES 

DESCRIPTION 

L' invention concerne un procede de stimulation des defenses 
naturelles des plantes par la production par celles-ci de phytoalexines 
et de peroxydases sous 1' action d 'eliciteurs. 

L' invention concerne egalement l'utilisation desdits eliciteurs speci- 
5 fiques aux differentes cultures ainsi que les compositions correspondantes. 

Les recherches de moyens de protection des plantes contre les 
maladies etaient jusqu'a nos jours plutot diriges vers une lutte directe 
contre les pathogenes par l'utilisation de differents produits phytosani- 
taires, la plante etant consideree comme un support plus qu'un etre vivant 
10 pouvant se defendre. 

Malheureusement, l'utilisation de ces produits ne sont pas sans 
consequence sur l'environnement et sur 1' alimentation a cause des residus 
subsistant dans la plante. 

Aujourd'hui, on s'interesse davantage aux moyens de declencher au sein 
15 de la plante elle mime des reactions de defense efficaces ou celles 
existant deja. 

La stimulation des defenses naturelles se traduit par le developpement 
d'un ensemble de modifications biologiques qui conferent a cette plante 
une resistance immediate et une presensibilisation grace a laquelle 
20 elle devient capable de reagir plus efficacement a une nouvelle attaque. 
Cette presensibilisation est designee par 1' expression "resistance 
systematique acquise". 

On connait des produits appeles eliciteurs ou sensibilisateurs qui, 
mis au contact de la plante, sont capables de provoquer preventivement 
25 dans celle-ci , la resistance immediate et la presensibilisation ou 
resistance systematique acquise dont il vient d'etre question. 
On observe une stimulation tres rapide de metabolismes secondaires qui 
conduisent par exemple : 

- a la production de phytoalexines (Chappel et al., Plant Physiology 
30 (1991) 97, 693-698): 

- a un renf orceraent de la paroi cellulaire (Glazener, Physiological Plant 
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Pathology (1982) 20,11-25); 

- a la production de proteines de defense (Kim et al., Physiological 
Plant Pathology (1994) 45,195-209). 

Une autre possibility d'induire cette resistance est de modifier le 
5 patrimoine genetique de la plante pour qu'elle produise elle meme les 
composes responsables de la mise en place des mecanisraes de defense 
(Schu'lein et al., brevet FR-9611262). 

Cette technologie est assez repandue de nos jours. Elle donne naissance 
a de nouvelles varietes appelees couramment "organismes genetiquement 

10 modifies" (OGM). Pour 1' instant, 1' impact sur 1 'environnement et la 
securite alimentaire de ces OGM sont meconnus. 

Dans le souci d'abaisser les couts de production agricole par la 
diminution de 1' usage de produits phytosanitaires, le deposant s'est 
donne comme programme de recherche la decouverte et la mise en exploi- 

15 tation de nouveaux eliciteurs. 

II ressort de nombreuses recherches bibliographiques effectuees, que 
differents composes sont decrits comme eliciteurs. lis sont d'origines 
chimiques, biochimiques, fongiques ou enzymatiques. 
Les eliciteurs chimiques 

20 De nombreux produits sont connus comme eliciteurs. En effet, outre les 
ions mercuriques, l'acide arachidonique, l'acide phosphoreux sont aussi 
connus comme stimulateurs des mecanismes naturels de defense des vegetaux 
sensibles aux phycomycetes. 

Le cuivre sous la forme d'hydroxyde ou de sulfate des bouillies borde- 
25 laises declenche des reactions de defense de la vigne. De meme le chlorure 
d 'aluminium (A1C1 3 ) declenche la synthese du resveratrol dans la vigne. 
De nombreux derives de l'acide salicylique ont ete testes pour leur 
potentialite d' eliciteurs, les acides oxi-f ulviques sont commercialises 
comme eliciteurs sachant que les acides fulviques et humiques sont des 
30 macromolecules constitutes de motifs monomeres carboxy-phenoliques 
rappelant l'acide salicylique. Des tests en laboratoire ont ete effectues 
sur des jeunes plants de melon et les resultats sont satisf aisants. 
Les eliciteurs biochimiques 

Des composes naturels tels que les oligosaccharides sont connus pour 
35 leur activite d 'eliciteurs. 
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En effet, le chitosan (derive de la chitine) polymere de 1 ,4-B-D-glycosamine 
est employe pour accroitre la resistance de plantes au stress environne- 
mental et aux agents pathogenes. 

L'utilisation de fragments de polysaccharides de tout genre comme stimu- 
5 lateurs de mecanisme de defense des plantes a ainsi fait l'objet de 
nombreuses experimentations. 
Les eliciteurs fongiques 

Le brevet Fiedler et al., WO-8906687 est une reference incontournable 
pour ces genres d 'eliciteurs. Dans celui-ci, les auteurs revendiquent 
10 le procede d' accroitre les activites enzymatiques responsables de la 
synthese de colorants, alcaloides ou phytoalexines lorsque l'on met des 
micro-organismes et les bacteries inactivees, leurs fragments ou leurs 
excretions contenant des eliciteurs en contact avec des cultures cellu- 
laires de plantes. 

15 Une liste exhaustive de micro-organismes et de bacteries y est donnee; 
beaucoup n'y figurent pas y compris le trichoderma. 

De plus ils revendiquent la mise en contact de fragments de micro- 
organismes ou bacteries avec des cultures cellulaires alors que le 
programme de recherche du deposant s'est oriente vers une composition 
20 pour application foliaire ou racinaire sur une plante entiere. 
Les eliciteurs enzymatiques 

Par rapport aux composes chimiques, tres peu d' enzymes sont utilisees 
comme eliciteurs. Les premiers travaux decrivent la synthese de phyto- 
alexines, notamment du capsidiol par les cellules de plants de tabac 
25 lorsque l'on ajoute de la cellulase produite par du Trichoderma viride 
dans le milieu de culture. 

D'autres travaux ont confirme cette decouverte sur des cellules de pomme 
de terre ou de poivre. 

Par ailleurs, sur des cellules de vigne on observe la synthese d'autres 
30 types de phytoalexines et notamment du resveratrol. 

Des decouvertes similaires ont ete faites lorsque l'on utilise de la 
xylanase produite par le Trichoderma viride. 

Tous les travaux en question ont ete effectues in vitro, sur des 
suspensions de cellules de plantes. II n'a jamais ete question d'appli- 
35 cation ou de pulverisation directe d'une composition a base de cellulase 
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ou de toute autre enzyme de la classe des hydrolases sur des plantes 
pour declencher des reactions de defense de la plante. 

Seules, des applications a base de compositions fongicides contenant 
des produits phytosanitaires connus en combinaison avec des enzymes 
5 chitinolytiques et glucanolytiques 

En effet, la presence de ces enzymes dans la composition augmente 
l'activite de ces fongicides car les chitanases sont connues pour degrader 
la paroi des champignons constituee de chitine (polymere de N-acetyl- 

1 ,4-B-D-glycosamine) et les glucanases quant a elles, sont capables 
10 d'hydrolyser des polymeres de 1 ,3(4)-B-glucanes, constituants essentiels 
de la paroi de certains champignons. Elles agissent en synergie avec 
les chitinases pour degrader les cellules des agents pathogenes et 
permettre aux fongicides d'agir plus efficacement. 

Dans ces applications, il n'est pas egalement question de stimulation 
15 des mecanismes naturels de defense des vegetaux mais plutot d'accroitre 

l'efficacite de produits phytosanitaires deja existants. 

L' invention concerne la production d' enzymes a partir d'extraits 

vegetaux et plus particulierement de plantes exotiques. 

Exemple n°l Production de protease 
20 La production de protease peut se faire a partir de seve ou d'epiderme 

de fruits notamment des euphorbiacees. 

Ces extraits sont broyes puis filtres et standardises quant a leur 
activite enzymatique. 

Exemple n°2 Protocole pour le dosage des proteases 
25 1% de Caseine est dissout dans un tampon TRIS-P04 0.05M, pH 7.8. 

Les tubes contenant 5 ml de solution sont incubes a 37 °C pendant 5 minutes. 

Dix a vingt microlitres d'extrait vegetal sont rajoutes a la solution. 

Dix minutes apres avoir ajoute l'extrait, la reaction enzymatique est 

stoppee par 5 ml de TCA, puis filtree. 
30 L'activite enzymatique est determinee par la lecture de l'absorbance 

a 280 nm. 

Exemple N°3 

Pour mettre en evidence les proprietes elicitrices des proteases, quelle 
que soit leur origine, sur les plantes, diverses experiences ont ete 
35 realisees sur differentes especes vegetales afin de mesurer 1' induction 
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de la resistance contre les agents pathogenes (melon, vigne, tomate, 
concombre . . . ) . 

Compte tenu ae 1' importance des peroxydase et des chinitases (enzymes 
endogenes aux plantes) dans la resistance des plantes (proteines liees 
5 a la pathogenese) , nous avons utilise ces activites comme marqueur de 
la resistance. 

L'inf iltration d'une solution de protease dans les feuilles 

des jeunes plants de melon ages de 15 jours, provoque 1 'augmentation 

de l'activite peroxydasique 6 fois superieure a celle detectee dans les 

10 plans temoins infiltres avec l'eau. Afin de doser les activites peroxy- 
dasiques, les feuilles sont broyees en milieu tampon tris-maleate pH 6. 
L'extrait est ensuite mis en presence de gaiacol et de l'eau oxygenee 
et une reaction rapide se fait : le gaiacol est transforme en tetra- 
gaiacol.L* apparition du tetragaiacoi dans le milieu, nous permet de calculer 

15 l'activite peroxydasique. 

Les dosages sont effectues dans ce meme tampon en utilisant le gaiacol 
comme substrat. Les resultats sont exprimes en ADO/mn/gMF. 
La pulverisation sur les feuilles de protease associee a des mouillants 
provoque une augmentation d'activite peroxydasique et chitinasique 5 a 

20 6 fois superieure aux plants traites sans protease. 
Exemple n°4 

Des resultats similaires sont obtenus a grande echelle sur plants 
developpant le fruit en serre. 

Suite a une infiltration ou pulverisation de protease , les plants de 
25 melons sont inocules parle fusarium oxysporum fsp melonis. Parallelement , 
les feuilles d'un lot de plantule ont ete infiltrees ou pulverisees avec 
de l'eau. Dix jours apres 1' inoculation, les symptomes apparaissent 
uniquement chez les plants inocules traites avec de l'eau. Trois semaines 
apres 1' infection, les jeunes plants infectes se dessechent et meurent. 
30 Les plants inocules et traites avec la protease ne presentent pas de 
symptomes avant 6 semaines et continuent ensuite a se developper norma- 
lement. 

Ces resultats expriment clairement le pouvoir d'eliciteur de la protease 
sur la resistance des plants de melon vis a vis du fusarium sp. 
35 Exemple n°5 
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En infiltrant ou pulverisant de la protease sur les plants de melon, 
on observe un effet similaire de protection par rapport a l'oiodium. 
En effet, 5 jours apres 1 'inoculation par l'oidium, les syraptomes 
apparaissent sur les plants traites prealablement avec de l'eau, et 
5 jaunissent peu a peu. Les plants traites avec la protease ne presentent 
que peu ou pas de symptomes et continuent de se developper normalement 
3 semaines apres l'inoculation. 
Exemple n°6 

L' infiltration et la pulverisation de la protease sur les feuilles de 
10 vigne provoque egalement une forte augmentation d'activite peroxydasique. 
Le procede selon 1' invention se caracterise en ce qu'il comprend 
1' application foliaire, racinaire ou par injection auxdites plantes de 
melanges d'extraits vegetaux comprenant au moins une proteine du type 
enzymatique appartenant aux proteases, aux lipases, aux pectinases et 
15 aussi aux B-l,3-glucanases, aux xylanases, aux galactanases, aux mannanases, 
aux chitinases ou du type peptide non enzymatique. 

La substance active du type non enzymatique comprend des peptides dont 
le nombre d'acides animes est au moins egal a 2. 

Les proteines enzymatiques et peptides non enzymatiques sont obtenues 
20 a partir de tout type de vegetaux. 

Les proteines en question sont utilisees incorporees a un support ou 
vehicule autorise en agriculture des types mouillant et penetrant. 
La composition precitee peut se presenter sous la forme liquide, notamment 
sous forme de solution acqueuse. 

25 Elle peut se presenter egalement sous la forme solide, notamment de 
poudres ou de granules ou en enrobage de semences. 

Les proteines en question ont pour effet de reduire considerablement, 
lorsqu'elles sont appliquees : 

- a la vigne, l'attaque de l'oidium, du mildiou, du Botrytis, des maladies 
30 du bois, des maladies telluriques; 

- aux arbres fruitiers, notamment le poirier et le pommier, l'attaque 
des oidiums, des tavelures, les monilioses, les maladies bacteriennes; 

- aux cereales, notamment le ble, le mais et le riz, l'attaque des 
oidiums, des septorioses, des rouilles, des f usarioses , des pyricula- 

35 rioses et des maladies bacteriennes; 
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- aux oleagineux, notamment le soja, le tournesol et le colza, l'attaque 
des oidiums, du Phoma, des maladies bacteriennes; 

- aux plantes legumieres, notamment les tomates, les melons, les carottes, 
le chou-fleur et les pommes de terre, l'attaque des oidiums, des mildious, 

5 des pythiacees (P hy tophtora , Pythium), des champignons a sclerotes 
(Rhizoctonia, Sclerotinia, Pyrenochaeta, des champignons vasculaires 
(Eusarium, Verticillium) , les maladies bacteriennes; 

- aux gazons et en horticulture, les attaques des pythiaces, champignons 
a sclerotes, fusarioses, oidiums, maladies bacteriennes. 

10 La composition selon 1' invention se caracterise done en ce qu'elle 
comporte : 

- au moins une proteine du type enzymatique appartenant a la classe des 
hydrolases; 

- et/ou au moins une proteine du type peptide non enzymatique. 
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REVENDICATIONS 



1- Procede de stimulation des defenses naturelles des plantes par 
la production par celles-ci de phytoalexines et de peroxydases sous 
1 'action d 'eliciteurs; 

caracterise en ce qu'il comprend 1' application foliaire, racinaire ou 
5 par injection auxdites plantes de melanges d'extraits vegetaux coraprenant 
au moins une proteine du type enzymatique appartenant aux proteases, 
aux lipases, aux pectinases et aussi aux B-l ,3-glucanases, aux xylanases, 
aux galactanases, aux mannanases, aux chitinases ou du type peptide non 
enzymatique. 

10 2- Procede, selon la revendication 1, caracterise en ce que la 

substance active du type peptide non enzymatique comprend des peptides 
dont le nombre d'acides animes est au moins egal a 2. 

3- Procede, selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterise en ce que les proteines enzymatiques et peptides non enzyma- 

15 tiques sont obtenues a partir de tous types de vegetaux. 

4- Utilisation d'une proteine telle que definie dans l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterisee en ce qu'elle est incorporee 
a un support ou vehicule autorise en agriculture des types mouillant et 
penetrant . 

20 5- Utilisation d'une proteine selon la revendication 4, caracterisee 

en ce que la composition precitee se presente sous la forme liquide, 
notamment sous forme de solution aqueuse. 

6- Utilisation d'une proteine selon la revendication 4, caracterisee 
en ce que la composition precitee se presente sous la forme solide, notara- 

25 ment de poudres ou de granules ou en enrobage de semences. 

7- Utilisation d'une proteine telle que definie dans l'une quelconque 
des revendications precedentes, caracterisee par le fait qu'elle a pour 
effet de reduire considerablement, lorsqu'elle est appliquee : 

- a la vigne, l'attaque de l'oidium, du mildiou, du Botrytis, des maladies 
30 du bois, des maladies telluriques; 

- aux arbres fruitiers, notamment le poirier et le pommier, l'attaque 
des oidiums, des tavelures, des monilioses, des maladies bacteriennes; 

- aux cereales, notamment le ble, le mais et le riz, l'attaque des 
oidiums, des septorioses, des rouilles, des fusarioses, des pyricula- 

35 rioses et des maladies bacteriennes; 
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- aux oleagineux, notamment le soja, le tournesol et le colza, l'attaque 
des oidiums, du Phoma, des maladies bacteriennes; 

- aux plantes legumieres, nota mm ent les tomates, les melons, les carottes, 
le chou-fleur et les pomraes de terre, l'attaque des oidiums, des mildious, 

5 des pythiacees (Phytophtora, Pythium), des champignons a sclerotes 
(Rhizoctonia, Sclerotinia, Pyrenochaeta, des champignons vasculaires 
(Fusarium, Verticillium) , des maladies bacteriennes; 

- aux gazons et en horticulture, les attaques des pythiaces, champignons 
a sclerotes, fusarioses, oidiums, maladies bacteriennes. 

10 8- Composition pour la mise en oeuvre du procede selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 3 et pour les utilisations selon l'une 
quelconque des revendications 4 a 7, caracterisee en ce qu'elle comporte 
au moins une proteine du type enzymatique appartenant a la classe des 
hydrolases. 

15 9- Composition pour la mise en oeuvre du procede selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 3 et pour les utilisations selon l'une 
quelconque des revendications 4a7 , caracterisee en ce qu'elle comporte 
au moins une proteine du type peptide non enzymatique. 
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